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の種類を特定するため、DNA 損傷の種類を DNA 二本鎖切断、DNA 一本鎖切断、鎖間架橋、
塩基損傷の 4 種に分類した。DNA 二本鎖切断は最も重篤な損傷であり、修復されないまま
細胞内に残ると細胞死や細胞のガン化を誘導する。この損傷は Rad54 等による相同組換え
の経路や Ku70 等による非相同末端結合の経路によって修復される。当研究室ではニワトリ

















率試験は液体培地で細胞を培養し、ATP 量によって生存率を測定する ATP assay 法とメチ
ルセルロース培地で細胞を培養し、生えたコロニーの数で生存率を算出する colony assay
法の２通り行った。どちらの試験でも、SudanⅠのみに対して RAD54/KU70 変異体が、野






は染色体断裂の増加を確認した。3 時間処理では G２期の細胞のみが M 期に入るため、染
色体の断裂が DNA 複製に依存して発生するのかを調べることが出来る｛2｝。この結果から
SudanⅠによる DNA 二本鎖切断の誘導は複製を介して起こっているということが示唆され
た。これらの結果から SudanⅠによって DNA 二本鎖切断が誘導されていることが明らかと
なった。化学構造式の似た 3 種の化合物の遺伝毒性の違いが何に起因するのかを調べるため、
理論化学計算ソフト Gaussian を使用し、3 種の化合物の立体構造を計算した。その結果興
味深いことに SudanⅠのみが完全な平面構造を取っていることが明らかとなった。また、
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化合物が誘導する DNA 損傷の種類を推定することは、化合物が DNA を損傷する分子
機構を理解する上で必須である。損傷の種類を推定するために、DNA損傷の種類をDNA












4 種に分類した DNA 損傷の種類とそれぞれに感受性を示す細胞株 




	 DNA 二本鎖切断は DNA 二本鎖の両方が切断される最も重篤な損傷であり、修復され
ないまま細胞内に残ると細胞死や細胞のガン化を誘導する。この損傷は Rad54 等による
相同組換えの経路や Ku70 等による非相同末端結合の経路によって修復されるため、
RAD54/KU70 二重欠損細胞はこの損傷に対して超感受性を示す 1,2。DNA 一本鎖切断は
細胞内で最も高頻度に起こる損傷で DNA 二本鎖のうち一方が切断される損傷である。
この損傷は Polβ等によって修復されるため、POLβ欠損細胞はこの損傷に対して高感
受性を示す 3,4。鎖間架橋は DNA 二本鎖の間で共有結合が形成される損傷である。この
損傷は Fan1 等によるファンコニ経路で修復されるため、FAN1 欠損細胞はこの損傷に
対して高感受性を示す 5。塩基損傷はメチル基やアルキル基等が DNA に共有結合するよ
うな損傷である。その耐性化には損傷乗り越え合成が重要な役割を果たしている。Rev3
は損傷乗り越え合成で重要な役割を果たすタンパク質であるため、REV3 欠損細胞はこ




























す染色体断裂	 3)染色体の異数化	 4)有糸分裂期の組換え 
 
遺伝毒性 













































細胞培養用培地 RPMI1640   ナカライ 
L-グルタミン溶液    ナカライ 
ペニシリンストレプトマイシン混合溶液  ナカライ 
チキンシーラム     Gibco-BRL 
2-メルカプトエタノール    Invitrogen 
Fetal-bovine Serum    AusgeneX 
DMEM-Ham’s F12    GE 
DMSO      和光純薬 
S9 ミックス(染色体異常試験用)   家田化学薬品 
Cell-titer glo     プロメガ 
ギムザ染色液     ナカライ 
PBS      和光純薬 
コルセミド溶液     Gibco-BRL 
マルチマウント 480    松浪硝子 
パラホルムアルデヒド    和光純薬 
γH2AX 抗体     Millipore 
Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG 抗体  Invitrogen 
DAPI      vector laboratries 
NaCl      和光純薬 
KCl     和光純薬 
Na2HPO3     国産化学 
KH2PO4      和光純薬 
NP40      シグマ 
BSA      ナカライ 
Tween20     関東化学 
メタノール     和光純薬 
酢酸      和光純薬 
アセトン     和光純薬 
 7 
SudanⅠ      純正化学 
OrangeⅡ     和光純薬 
Orange G     ナカライ 
ベンゾピレン     シグマ 




・RPMI1640    500ml 
・Fetal-Bovine Serum    50ml 
・チキンシーラム   	 5ml 
・ペニシリンストレプトマイシン混合溶液    5ml 
・L-グルタミン溶液(200mmol/L)  	 5ml 
・2-メルカプトエタノール (50mM)  500µl 
 
コロニーアッセイ用メチルセルロース培地 
・水     500ml 
・メチルセルロース    7.5g 
・DMEM Ham’s F12     1 袋 
・Fetal-Bovine Serum    75ml 
・チキンシーラム     5ml 
・L-グルタミン溶液(200mmol/L)    5ml 






粉末になっている PBS を水で希釈して使用した。 
 
PBST 








CO2 incubator (SANYO) 
EVWD 0.3 (NIKON) 
ECLIPSE 90i (NIKON) 
Ni-U (NIKON) 
Cyto-Tec (SAKURA) 





DNA 二本鎖切断は主に相同組換えの経路と非相同末端結合の経路の 2 つの経路によって
修復される。相同組換えの経路では Rad51 を中心として、Rad54 や MRN 複合体等が
働き、姉妹染色体を鋳型に DNA 複製を行うことで DNA 二本鎖切断の修復を完了する。






細胞内の DNA に最も多く入る損傷が DNA 一本鎖切断であり、１日に数千もの損傷が誘

























・	 ATP assay 
指数増殖期にある細胞を 1×104/ml に希釈し、24well プレートに 1ml ずつ分注した。毒
性を評価する化合物を目的の濃度になるように添加した。39.5℃で 2 日間培養し、細胞
培養液をよく懸濁した後、100µl を 96well プレートに移した。細胞を移した well に
cell-titor glo を 50µl 加え、Fluoroskan ascent FL プレートリーダーにセットした。１
分間のインターバルを置きながら 5 分間 120rpm でプレートをシェイクした。各 well
の ATP 発光量を測定し、化合物を添加しなかった well の測定値を生存率 100%の値と
し、各濃度での生存率を算出した。 
 
・	 Colony assay 
メチルセルロース培地に毒性を評価する化合物を目的の濃度になるように添加し、1 晩









細胞を 4×105/ml の濃度になるように希釈し、化合物を添加して 16 時間培養した。13 時
間経過時にコルセミド溶液を最終濃度が 100ng/ml になるように加えた。 
 
■3 時間暴露 




細胞を遠心して回収し、1ml の 75mM KCl に懸濁して細胞を破裂させた。5ml の Carnoy’s 
solution で細胞を固定した。遠心して細胞を回収し、5ml の Carnoy’s solution を加えて









ものを isochromatid break、姉妹染色体の片方に断裂が入っているものを chromotid 
break、他の染色体と不自然に結合しているものを chromatid exchange としてカウント
した。DT40 の染色体は顕微鏡下で目視できるマクロ常染色体が 11 本（１-5 番染色体、
２番染色体はトリソミー）、性染色体が ZW の 2 本、顕微鏡下で目視困難であるマイク
ロ常染色体が 67 本の合計 80 本となっている 2。このうち、目視困難である 67 本のマイ








バップペンで細胞を置いた位置を縁取り、4%PFA で 10 分間固定した。その後、PBS
で 5 分間 2 回洗浄し、0.1%NP40/PBST で 10 分間処理して細胞を破裂させた。破裂さ
せた細胞を PBS で 5 分間 2 回洗浄し、3%BSA/PBST でブロッキングした。3％
BSA/PBSTで 500倍に希釈した 1次抗体(Ser139がリン酸化されたヒストンを認識する
マウスのモノクローナル抗体)を 50µl 細胞の上に乗せ、37℃で 45 分間インキュベート
した。1 次抗体終了後、PBS で 5 分間 3 回洗浄し、3%BSA/PBST で 500 倍に希釈した
2次抗体(FITC抗マウス抗体)を50µl細胞に乗せて37℃で45分間インキュベートした。
２次抗体終了後、PBS で 5 分間 3 回洗浄したのち、DAPI を含むオイルを細胞に乗せて
カバーガラスをかけ、トップコートでコーティングしてカバーガラスを固定した。 
作製したサンプルスライドを蛍光顕微鏡で観察し、1 細胞あたり 5 個以上の γH2A の蓄積
が見える物をポジティブとした。 
 
・	 S9mix 処理 























OrangeⅡ、Orange G の遺伝毒性調査を行った(Fig. 3)。Ames 試験やマウスリンパ腫形
成試験によって SudanⅠの遺伝毒性は既に報告が成されているが 14,15、OrangeⅡと





















Fig. 3 遺伝毒性を試験した 3 種のアゾ化合物 
 
 
SudanⅠのみが DNA 二本鎖切断を誘導する 
 
	 SudanⅠ、OrangeⅡ、Orange Gによって誘導されるDNA損傷の種類を特定するため、
DT40 変異株と野生型細胞に対してそれぞれの化合物の入った液体培地中で 2 日間細胞





し、POLβ -/- 、REV3-/- 、FAN1-/- の変異株は感受性を示さなかった (Fig. 4)。
RAD54-/-/KU70-/-変異株は DNA 二本鎖切断を修復することが出来ず、DNA 二本鎖切断




















































Fig. 4 ATP assay 法による 3 種のアゾ化合物の遺伝毒性試験 
	 RAD54-/-/KU70-/-変異株のみが SudanⅠに対して感受性を示し、REV3-/-、FAN1-/-、POL
β-/-変異株は感受性を示さなかった。このことは SudanⅠによって DNA 二本鎖切断が
誘導されていることを示唆している。また OrangeⅡ、Orange G によってはどの変異株





Fig. 5  colony assay 法による生存率試験の結果 




	 SudanⅠによって DNA 二本鎖切断が誘導されるという仮説を実証するため、免疫染色
法によって SudanⅠ暴露後のγH2AX の局在を観察した。γH2AX は DNA 二本鎖切断
が生じた部位に蓄積するタンパク質であり、その局在は DNA 二本鎖切断のマーカーと
して用いられる 22。免疫染色の結果 SudanⅠ暴露によってγH2AX の局在の数が増加し
ていることを確認した(Fig. 6)。また、OrangeⅡ、Orange G 暴露ではγH2AX の局在
は未処理の細胞と同程度であった(Fig. 6)。 
 
Fig. 6 アゾ化合物で細胞を処理した時のγ-H2AX の免疫染色の結果 
	 (左図)DAPI で染色された核内(青)にγH2AX の局在(緑)が確認された細胞の代表的な
図	 (右図)Y 軸:γH2AX の foci 形成をしている細胞の割合	 SudanⅠで処理した細胞で
は何も処理していない細胞に比べてγH2AX の foci 形成の割合が増加する。エラーバー






説に一致している。	 SudanⅠによる DNA 二本鎖切断の誘導をさらに詳しく検証する
ため、染色体断裂試験を行った(Fig. 7A)。この実験では、姉妹染色体間で断裂が同じ位
置に生じているものを iso-chromatid break、姉妹染色体の片方でのみ断裂が生じてい





























7B)。染色体断裂は DNA 二本鎖切断の結果起こる 23,24,25 ということから、先に述べた
SudanⅠによって DNA 二本鎖切断が誘導されることに一致する結果となった。次に、
SudanⅠで 3 時間処理した細胞の染色体を観察した。この方法では GⅡ期の細胞が M 期









Fig. 7 染色体断裂試験の結果 
  (A)顕微鏡で観察した染色体断裂の代表的な図	 (B)アゾ化合物を含む培地で 16 時間培
養した際の M 期の細胞 50 個あたりの染色体断裂の数 (C)アゾ化合物を含む培地で 3 時





	 これまでの試験の結果から SudanⅠのみが DNA 二本鎖切断を誘導するポテンシャル
を持っており、OrangeⅡと Orange G は DNA 二本鎖切断を誘導しないということが明
らかとなった。この遺伝毒性の違いが何に起因するのかを明らかにするため、理論化学
計算を用いて 3 種のアゾ染料の立体化学構造を計算した。その結果 SudanⅠのみが完全






 3 種のアゾ化合物の構造を Gaussian09 で計算した結果 
	 (A)SudanⅠ (B)OrangeⅡ (C)Orange G (上のパネル)各分子の芳香族環を上から見た
図 (下のパネル)各分子の芳香属環を横から見た図	 SudanⅠのみが平面構造を取って
おり、OrangeⅡと Orange G は嵩高く、歪んだ構造を取っている 
 
 








ートする可能性が考えられる。しかし、OrangeⅡと Orange G の立体構造はスルホン基
によって嵩高く、負にチャージしており、その２つの性質が物理的な障壁やクーロン反
発を引き起こして DNA との相互作用をブロックしていることが予想される。DNA にス
タックした SudanⅠは DNA 複製に干渉し、その結果複製フォークの崩壊を介して DNA
二本鎖切断を誘導すると考えられる。この仮説は SudanⅠで 3 時間処理した際に染色体
断裂の数が増加しなかったことによってサポートされている。このように DNA にイン
ターカレートする分子で知られているものには DAPI やエチジウムブロマイド等が挙げ
られる。これら 2 種の化合物も分子内に芳香族環を複数もっており、DNA にインター
カレートすることで強く結合し、発がん性を持つことが知られている。 




























































	 ベンゾピレンと N-ニトロソジメチルアミンの代謝に S9mix を使用に先立ち、S9mix 自
体が持つ細胞の生存への影響を調べるため、細胞培養液中に S9mix を混合して２日間培
養し、ATP assay によって生存率を測定した。その結果 S9 の濃度が容量%で 0.6%を超
えると生存率が一気に低下するという結果が得られた(Fig. 7)。S9mix は代謝反応を行い
たい化学物質と 9:1 で混合して 37℃で１時間代謝反応を行う。そこに 10 倍量の細胞懸
濁液を加えて１時間化合物を暴露する。その後、細胞を 100 倍希釈して 24well plate に
移して 2 日間培養して生存率を測定する。この実験条件では化合物暴露時は S9mix の
濃度が約 10％、細胞培養時の S9 の濃度は 0.1%となる。細胞培養時の S9 の濃度は細胞
の生存に影響しないが(Fig. 9A)、10%の S9mix で１時間処理しても細胞に影響が出ない
かどうかを確かめるため、細胞を 10%の濃度の S9mix で１時間処理し、その後薬剤無





 S9mix 自体の細胞毒性の結果 
	 (A)Y 軸:生存率 X 軸:S9mix の容量%濃度 細胞を S9mix が含まれる培地で 2 日間培養
した際の生存率試験の結果	 S9 の濃度が 0.4%になると細胞の生育に影響が出始める 





































µl 加え、39.5℃で 1 時間処理した。この時の S9mix の濃度は 10%となるが、１時間の
短期暴露では細胞の生存に影響を与えない(Fig. 9B)。化合物に暴露後、細胞を培地で 100





Fig. 10  
S9 処理した化合物と未処理の化合物の細胞毒性試験の結果 
	 (A)ベンゾピレン暴露時の細胞の生存率  (B)N-ニトロソジメチルアミン暴露時の細胞
の生存率 どちらの化合物も S9 処理によって細胞毒性が増した。Y 軸:生存率 X 軸:化合






	 2 種の化合物によって引き起こされる DNA 損傷の種類を特定するため、使用した遺伝
子破壊株の項に挙げた REV3-/-、RAD54-/-/KU70-/-、FAN1-/-、POLβ-/-の細胞を使用した。
それぞれの細胞に S9 代謝後のベンゾピレンと N-ニトロソジメチルアミンを暴露した結
果、REV3-/-の細胞が両方に強い感受性を示した(Fig. 11)。Rev3 は DNA 上のメチル化
や DNA 付加体等を乗り越えて複製を続行する損傷乗り越え合成で中心的役割を果たす




胞は DNA 二本鎖切断を修復する 2 つの経路が減弱しているため、これはベンゾピレン
が代謝後に DNA 二本鎖切断を誘導することを示唆している。ベンゾピレン、N-ニトロ
ソジメチルアミンの生存率試験の結果から代謝後に遺伝毒性を示す化学物質の遺伝毒




Fig. 11  
ベンゾピレンと N-ニトロソジメチルアミンの生存率試験の結果 




































































Fig. 12  
12 時間暴露時の染色体断裂試験の結果 
	 ベンゾピレン処理時に REV3-/-変異株と RAD54-/-/KU70-/-変異株で断裂の数が増加した。





















Fig.13  3 時間暴露時の染色体断裂試験の結果 






















となっている 37。本研究の結果から、ベンゾピレンによる DNA 二本鎖切断がベンゾピ
レンによる腫瘍発生の要因であるという可能性が示唆された。 
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